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Description 

La prgsente invention concerne des vecteurs 
de cfonage et d'expression de proteines dans les 
Actinomycetes ainsi que les souches transformees 
par ces vecteurs. 

Les bacteries appartenant a I'ordre des Actino- 
mycetales , et en particuiier celles du genre Strep- 
tomyces , occupent une place particulierement im- 
portante en microbiologie industrielle. En effet, de- 
puis la decouverte par Waksman d'une souche de 
Streptomyces produisant la streptomycine, de 
nombreuses autres souches de Streptomyces pro- 
ductrices d'antibiotiques ont 6x6 isoiees et exploi- 
tees industriellement pendant les quarante dernfe- 
res annees. La richesse et la diversite des metabo- 
lites secondaires produits par les Streptomyces 
sont illustrees par le fait que ceux-ci synthetisent 
55 % des 4 973 antibiotiques naturels recenses en 
1978. Environ 70 % des antibiotiques produits in- 
dustriellement le sont par les Streptomyces . Les 
metabolites secondaires d'origine microbienne ont 
surtout 6\6 utilises pour leur activite antibacterien- 
ne, antifongique ou antitumorale. Des substances 
possedant ces types d'activite ont 6x6 decouvertes 
en trfes grand nombre pendant ia periode 1950- 
1970. Actuellement, le rythme des decouvertes 
pour ces types d'application ralentit mais toute la 
richesse des metabolites secondaires microbiens 
est loin d'avoir ete exploitee. En effet, de nouveaux 
domaines d'application sont actuellement explores, 
ils concement les activites antiparasitaires, insecti- 
cides, herbicides ou pharmacologiques de ces pro- 
duits. Dans ces domaines egalement les produits 
de Streptomyces sont nombreux : on peut citer la 
monensine qui domaine le marche des produits 
contre la coccidiose, les avermectines tres actives 
contre les nematodes parasites du betail et posse- 
dant egaiement une activite insecticide, les nikko- 
mycines bloquant la synthese de chitine et posse- 
dant done une activite insecticide. Les Streptomy- 
ces produisent Egaiement des substances interes- 
santes pour leur activite pharmacologique tetles 
que les anti-inflammatoires et les vasodilatateurs. 

Une autre raison de s'interesser aux Strepto- 
myces est leur utilisation comme note pour I'ex- 
pression de gfenes heterologues. En effet, de nom- 
breux industriels possedent le savoir-faire et les 
equipements n^cessaires pour cultiver les Strepto- 
myces et exploiter ces cultures. Une culture en 
phase stationnaire peut rester metaboliquement ac- 
tive pendant plusieurs semaines et continuer a 
synthetiser des prolines et des metabolites secon- 
daires. Etant donne que les Streptomyces produi- 
sent un grand nombre d'enzymes extracellulaires, 
dont plusieurs sont utilisees industriellement telles 
que les proteases ou la glucose-isomerase, leur 
systeme d'excretion pourrait etre utilise pour la 



production de prolines heterologues. Streptomy- 
ces lividans a d'ores et deja ete employe avec 
sucefcs comme note pour ('expression de I'hormo- 
ne de croissance bovine par la societe Biogen 

5 (Gray et coll., 1985). 

L'utiiisation de la souche Streptomyces ambo- 
faciens est particulierement prisee pour la produc- 
tion de spiramycine, antibiotique de la famille des 
macrolides produit par Rhone- Poulenc. De plus, il 

w s'agit d'une souche qui semble ne pas presenter 
de phenomene de restriction vis-a-vis de I'ADN 
etranger (Cox et colt., 1384), ce qui facilite !es 
experiences de cionage moleculaire. Les principa- 
les equipes travaiilant sur les Streptomyces pro- 

15 ducteurs de macrolides et utilisant done S. ambofa- 
ciens sont celle du Pr. Omura au Japon, celle de 
R.H. Baltz de la societe Eli Lilly aux Etats Unis et 
celle du Dr. A. Sabatier de la societe Rhone Pou- 
lenc Sante. 

20 L'equipe de S. Omura s'interesse principale- 

ment aux voies de biosynthese des macrolides, a 
la decouverte de nouveaux macrolides et a I'obten- 
tion de macrolides hybrides (Omura, 1984). L'equi- 
pe de Baltz travaille surtout avec S. fradiae et S. 

25 erythraeus produisant respectivement la tylosine et 
rerythromycine (Baltz et coll., 1983), mais utilise S. 
ambofaciens comme note dans de nombreuses 
experiences de cionage moleculaire (Kuhstoss et 
Rao, 1983 ; Matsuhima et Baltz, 1985). 

30 C'est suite a I'etude de plusieurs souches de 
Streptomyces ambofaciens appartenant a deux iso- 
lats d'origine geographique differente que la pre- 
sence d'un piasmide particuiier a ete detecte : le 
plasmide pSAM2 (Mol. Gen. Genet. (1984) 198:35- 

35 41, "Plasmids in different strains of Streptomyces 
ambofaciens : free and integrated form of plasmid 
pSAM2" ; et Gene, 59 (1987) 137-144 "Excision 
and integration of a self-transmissible replicon of 
Streptomyces ambofaciens "). 

40 Le plasmide pSAM2 a une taille de 1 1 kb, peut 
exister a I'etat libre et/ou integre et s'est revele 
capable de se transferer d'une souche a I'autre. Le 
phenomene d'integration du plasmide pSAM2 dans 
le chromosome des souches receptrices a aussi pu 

45 etre mis en evidence mais ce phenomene n'a pas 
ete elucide a I'heure actuelle. 

C'est pourquoi, la presente invention concerne 
un vecteur de cionage et d'expression d'une se- 
quence d'ADN codant pour une proteine determi- 

50 nee dans une souche d' Actinomycete , caracterise 
en ce qu'il comporte : 

. une sequence d'attachement att, 

une sequence d'ADN codant pour une se- 
quence int fonctionnelle dans ladite souche, 

55 et 

. une sequence d'ADN codant pour ladite pro- 
teine specifique et pour les elements assu- 
rant ('expression de ladite sequence dans 
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ladite souche. 
Ce vecteur est plus particulierement destine a 
etre un vecteur depression codant pour une pro- 
line prdsentant un interet par elle-meme ou bien 
favorisant Tobtention de metabolites secondaires 
tels que ceux d£crits precedemment, en particulier 
les antibacteriens, les antifongiques, les antitumo- 
raux, et des prolines telles que les enzymes, qui 
sont 6e\h obtenus h partir de souche d' Actinomyce- 
tes ou qui peuvent etre produits par d'autres orga- 
nismes. 

Parmi les sequences att, il taut citer plus parti- 
culierement les sequences choisies parmi : 
la sequence 

TTCTCTGTCGGGGTGGCGGGATTTGAACC- 
CACGACCTCTTCGTCCCGAA, 
. la sequence presentant au moins 50 % d'ho- 

mologie avec cette sequence. 
En effet, I'invention a mis en Evidence que le 
mecanisme d'integration chromosomique du pla- 
smide pSAM2 implique une sequence d'attache- 
ment caracterisee par ce type de sequence nucleo- 
tidique. 

La carte de restriction de pSAM2 a £te deter- 
minee et est representee sur la figure 1. La se- 
quence d'attachement est encadr£e sur la figure 3 
; elle debute a la position + 24 et se termine a la 
position - 24. Le nucleotide en position 0 corres- 
pond au centre du site d'attachement. 

Les vecteurs selon I'invention comportent, en 
outre, une sequence codant pour une sequence int 
fonctionnelle dans ladite souche, il s'agit d'une 
sequence codant pour une integrase, laquelle se- 
quence precede en general ou est situee au voisi- 
nage de la sequence d'attachement (voir la figure 
2). La sequence int joue un role important dans le 
phenomene d'integration. 

La sequence nucieotidique correspondant a ce 
gene int a ete determinee et est representee sur la 
figure 3 : elle correspond a une sequence d'ADN 
comprise entre les positions + 1261 et + 97. 
Cette sequence int est la plupart du temps prece- 
dee, ou partiellement chevauchee, par le gene xis 
qui est le gbne codant pour I'excision. La sequence 
de ce gene est representee egalement sur la figure 
3. 

Les vecteurs selon la presente invention pre- 
sented pour la plupart la propriete de s'integrer 
dans les chromosomes avec une tres grande stabi- 
lite. 

Afin d'obtenir un grand nombre de copies de 
vecteur par genome sous forme plasmidique, auto- 
replicable, avec en plus une copie int^gree ou non 
integree dans le chromosome, il est interessant 
d'avoir recours h des vecteurs dans lesquels un 
fragment de 600 bp a ete deiete de part et d'autre 
du site EcoRI n • 33 de pSAM2, c'est-a-dire delete 
pour I'essentiel d'un fragment qui s'etend entre 



deux sequences repetees situees de part et d'autre 
du site EcoRI n • 33 (voir figure 1 ). De plus, ces 
vecteurs peuvent contenir les fragments portant les 
g^nes int et xis. 

5 Les vecteurs ainsi obtenus presentent la pro- 

priete de se multiplier en assez grand nombre. 

Comme tous les vecteurs de clonage ou d'ex- 
pression, on inserera de preference les elements 
provenant de bacteries, en particulier de E. coli , 

w afin de permettre la construction des vecteurs dans 
ces bacteries, mais lors de la mise en oeuvre dans 
les souches d' Actinomycetes , ces fragments cor- 
respondants aux bacteries E. coli pourront etre 
supprimes. Les elements utilisables dans les 

75 constructions bacteriennes sont connus, il s'agit la 
plupart du temps d'une origine de replication per- 
mettant de multiplier les plasmides, eventuellement 
d'une resistance fonctionnelle dans lesdits plasmi- 
des et, si necessaire, d'autres elements facilitant le 

20 montage dans E. coli. 

La sequence d'ADN codant pour ladite proteine 
specifique et pour les elements assurant I'expres- 
sion de ladite sequence dans ladite souche peut 
etre inseree a difterents endroits dans le vecteur. 

25 Lorsque Ton souhaite preparer une souche d' Ac- 

tinomycete produisant une proteine determinee 
dont la sequence d'ADN est integree dans le chro- 
mosome, on utilisera de preference un vecteur tel 
que decrit precedemment et dans lequel la se- 

30 quence d'ADN en cause est integree a I'exterieur 
des sequences att et int, dans ce cas on favorisera 
['integration dans le chromosome. 

Lorsque, au contraire, on souhaitera que ce 
plasmide ne soit pas totalement integrable dans le 

35 chromosome, la sequence d'ADN en cause pourra 
etre inseree dans le gene int. 

Dans certains cas ou Ton souhaitera que le 
plasmide vecteur ne puisse pas etre transfer 
d'une souche h I'autre, la sequence d'ADN codant 

40 pour ia proteine determinee pourra etre inseree au 
niveau de sequences codant pour les fonctions de 
transfert fonctionnelles de la souche transformee. 

Parmi les sequences codant pour une proteine 
determinee, on peut citer les sequences codant 

4S pour des resistances a certains types d'antibioti- 
ques, notamment les sequences codant pour une 
resistance au Thiostrepton. 

La resistance au Thiostrepton pourra, dans cer- 
tains cas, etre utiltsee comme gene marqueur. 

so Dans ce cas, si Ton souhaite exprimer une autre 
proteine, il sera necessaire de pre voir un autre site 
de clonage, ceci pourra etre fait, par exemple, k 
I'aide d'un vecteur polyvalent en inserant dans Tun 
des vecteurs decrits precedemment une sequence 

55 de "polylinker". 

Dans ce dernier cas, le g&ne marqueur est, de 
preference, place apres le site d'attachement dans 
les vecteurs de I'invention. 
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Quant k la sequence "polylinker", elle est 
done, de preference, siUtee en aval du gene mar- 
queur, par rapport au site d'attachement le vecteur 
obtenu etant alors un vecteur integratif. Un exem- 
ple tout particuli&rement pretere est le vecteur 
pTS55 d^crit dans I'exemple 1 ci-apr§s. 

Parmi les vecteurs integratifs et r^plicatifs ob- 
tenus dans le cadre de la presente invention, on 
peut modifier la position de la sequence "polylin- 
ker" de telle sorte que les vecteurs obtenus soient 
jncapables de se transferer d'une souche a I'autre. 

De tels vecteurs peuvent etre utiles notamment 
dans le cas de genes etrangers codant pour des 
proteines particulierement avantageuses pour la 
sante humaine ou animate. 

A titre d'exemple, on peut citer le vecteur 
PTS12 dont la construction sera explicitee dans les 
exemples ci-apres. 

La sequence "polylinker" peut aussi etre sihtee 
en amont du gene marqueur, a savoir dans le gene 
int, de telle sorte que le vecteur obtenu ne puisse 
pas s'integrer dans le chromosome des souches 
receptrices. A titre d'exemple, on peut citer le 
vecteur pTSl3 dont la construction sera detaillee 
dans les exemples ci-apres. 

Les vecteurs de la presente invention sont par- 
ticulierement avantageux en raison de leur stabilite 
et de leur integration specifique & large spectre 
d'hote. 

Leur stability permet d'eviter de recourir k une 
quelconque pression de selection pour maintenir le 
gene a Tetat integre. 

Dans le cas des vecteurs replicatifs, on peut 
penser que les vecteurs egalement integratifs sont 
les plus stables, la copie integree pouvant fournir 
en quelque sorte une matrice permettant de rege- 
n^rer les formes plasmidiques libres. 

Les vecteurs selon I'invention peuvent, en ou- 
tre, s'integrer dans toutes les souches possedant le 
site d'integration prec^demment d§fini, & savoir un 
site ayant une sequence comprenant en totalite ou 
en partie la sequence nucleotidique de la position 
+ 24 a - 24 decrite dans la figure 3. Ce site a ete 
d£tecte par hybridation avec une sonde allant de la 
position + 21 h - 18 dans S. antibioticus (DSM 
40868), S. bikiniensis (ATCC 11062), S. parvulus - 
(ATCC 12434), S. glaucescens (ETH 22794), S. 
actuosus (ATCC 25421), S. coelicolor (A3(2)), S. 
ambofaciens , S. lividans TK64 (66) et S. griseofus- 
cus (DSM 40191). 

Pour cette derni&re souche, on s'est apergu 
que le quatrieme nucleotide, a savoir le nucleotide 
en position + 21, n'etait pas une thymidine (T) 
mais une adenine (A). 

Un tel remplacement n'affecte pas la possibility 
d'une integration avec les vecteurs de la presente 
invention. 



De fagon gen§rale, au moins 50 % des nucleo- 
tides doivent demeurer inchang^s pour que la pos- 
sibility d* integration ne soit pas affectee. 

La presente invention concerne aussi le proce- 
s de de preparation d'une souche d' Actinomycfete 
produisant une proteine determinee dont la se- 
quence d'ADN est : 

. soit integree dans le chromosome, la sequen- 
ce d'ADN en cause etant inseree a l'exterteur 
10 des sequences att et int ; de preference, 

cette sequence d'ADN est inseree dans les 
sequences codant pour les fonctions do 
transfer! ; 

. soit integree dans un plasmide non integrable 
75 totalement dans le chromosome, caracterise 

en ce que la sequence d'ADN en cause est 
integree dans le gene int. 
La presente invention s'etend aux souches d' Ac- 
tinomycete , en particulier les Streptomyces , trans- 
20 formees par les vecteurs de la presente invention. 
La presente invention concerne aussi ('utilisation 
industrielle de ces souches transformees, et ce, 
notamment, pour I'obtention d'une proteine deter- 
minee, par fermentation d'une souche transformee 
25 selon la presente invention dans un milieu de cultu- 
re approprie et recuperation de la proteine determi- 
nee. 

De tr§s nombreuses proteines peuvent etre 
preparees grace aux vecteurs de la presente inven- 
30 tion. 

Ainsi, certains vecteurs seront plus particulifere- 
ment adaptes a des proteines dont on ne souhaite 
pas une expression forte. II s'agit, notamment, du 
vecteur pTS55 qui permet I'integration d'un seul 
35 gene dans le chromosome. II y a done une copie 
unique du plasmide par cellule transformee. Un tel 
vecteur convient a Texpression de proteines enzy- 
matiques telles que I'amylase ou des genes de 
regulation agissant sur la production de proteines 
40 ou de metabolites industriellement interessants. 

D'autres vecteurs seront plutot appropries a 
I'expression de proteines £trangeres dont on exige 
une expression importante. C'est ainsi que les vec- 
teurs pTS13 et pTSl2, du fait de la deletion de 
45 part et d'autre du site EcoRI n • 33 de pSAM2 (voir 
les exemples suivants), se maintiennent a un taux 
tres elev§ de copies lorsqu'ils sont introduits dans 
Streptomyces et notamment Streptomyces lividans 
TK64 . Le nombre de copies est superieur a 100 
so par genome. 

La presente invention est illustr£e & I'aide des 
exemples et des figures suivants : 

. la figure 1 represente la carte de restriction 
du plasmide pSAM2 : les sites de restriction 
55 sont numerates de 1 a 33, le premier site est 

Pvull (n* 1), le dernier est EcoRI (n - 33) ; 
. la figure 2 represente ia carte de restriction 
du fragment BamHI-EcoRI de pSAM2 suffi- 
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sant pour Integration, ce fragment va du site 
BamHI n • 27 au site EcoRI n • 33 ; 
. la figure 3 represente la sequence de la 
region comprise entre Tth111 n* 2 et le site 
d'integration att de pSAM2 dont la carte de 
restriction est representee sur la figure 2, il 
s'agit de la sequence nucleotidique du pla- 
smide pSAM2, cette sequence a ete determi- 
nee a partir de 70 nucleotides apres le site 
Tth1 1 1 n • 2 jusqu'au site d'integration (att), 
te nucleotide 0 correspond au milieu de att ; 
la figure 4 schematise la construction de 
pTS53 ; 

la figure 5 represente la carte de restriction 

du vecteur pTS53 ; 
. ia figure 6 represente la carte de restriction 

du vecteur int§gratif pTS55 ; 
. la figure 7 represente la sequence de I'oltgo- 

nucieotide introduit dans pTS54 afin de 

construire pTS55 ; 
. la figure 8 schematise la construction de 

pTS11 ; 

. la figure 9 represente la sequence de I'oligo- 
nucieotide introduit dans pTS11 afin de 
construire pTSl2 et pTS13 ; 

. la figure 10 represente la carte de restriction 
depTS11 ; 

. la figure 1 1 represente la carte de restriction 

du plasmide multicopie pTS12 ; 
. la figure 12 represente la carte de restriction 

du plasmide pTS13. 

EXEMPLE 1 : Construction du vecteur integratif 
pTS55 

Le plasmide pSAM2 (figure 1) a ete extrait et 
purifie de Streptomyces ambofaciens (JI3212) se- 
lon la methode de lyse alcaline decrite par Hop- 
wood dans "Genetic Manipulation of Streptomy- 
ces" (A Laboratory Manual, 1985). 

lere etape : 

Le plasmide pSAM2 a ete digere par I'enzyme 
de restriction BamHI et un fragment de 7,57 kb (kb 
: kilobase) a ete isoie et clone au site BamHI du 
plasmide pBR329, ce qui donne le plasmide 
pOS210 (figure 4). 

2eme etape : 

Le plasmide pOS210 a ete digere par EcoRI et 
le fragment de 7,25 kb qui contient le fragment de 
pSAM2 du site BamHI n* 27 au site EcoRI rr 33 
et le fragment BamHI-EcoRI de 3,55 kb du plasmi- 
de pBR329 a ete isoie et referme sur lui-meme, ce 
qui donne le plasmide pOS210A (figure 4). 



3eme etape : 

Le plasmide PIJ39 correspond au plasmide 
pBR322 qui contient le gene conferant la resistan- 
5 ce au thiostrepton porte par un fragment BamHI de 
1,8 kb de Streptomyces azureus (Thompson C.J. ; 
Ward J.M. ; Hopwood D.A., Nature 286, 525-527, 
1980). 

Le plasmide plJ39 est digere par BamHI et le 
w fragment de 1,8 kb portant la resistance au thios- 
trepton est isoie et melange avec le plasmide 
pOS210A digere par BamHI (BamHI est un site 
unique dans pOS210A). 

is 4eme etape : 

Le plasmide pTS52 contient deux sites BamHI 
et a une taille de 9,08 kb. II est digere partiellement 
par BamHI et le plasmide linearise de 9,08 kb est 
20 isoie. II est traite par le fragment de Klenow de la 
polymerase I puis referme sur lui-meme pour elimi- 
ner un des deux sites BamHI. 

Le plasmide pTS54 portant un seul site BamHI 
localise entre les sites Sphl et Bell est obtenu 
25 (figure 5). 

5eme etape : 

^oligonucleotide double brin polylinker ayant 
30 la sequence decrite dans la figure 7 est synthetise 
avec rappareil "Applied biosystem". 

Le plasmide pTS54 digere par BamHI est me- 
lange avec ('oligonucleotide polylinker et ligature 
grace a la ligase du phage T4. 
35 Le plasmide resultant pTS55 est decrit dans la 

figure 6. II possede les sites uniques de restriction 
suivants, disponibles pour les clonages : Xbal, 
Xhol, Hindlll, Kpnl, Sad, BamHI et Sphl. 

Le vecteur pTS55 peut etre maintenu dans E. 
40 coii en seiectionnant pour la resistance h rampicilli- 
ne. 

Par digestion par I'enzyme de restriction EcoRI 
la partie pBR329 peut etre retiree car elle n'est pas 
indispensable pour ('integration dans le chromoso- 
45 me des Streptomyces . On peut done obtenir des 
transformants integratifs de Streptomyces qui ne 
contiennent que de I'ADN de Streptomyces . 

Dans les transformants Streptomyces , il confe- 
re la resistance a I'antibiotique Thiostrepton ou 
so Nosiheptide. 

II porte le fragment BamHI-EcoRI de pSAM2 et 
la sequence nucleotidique du site Tth111 n° 2 au 
site d'integration du plasmide localise entre Bglll et 
BamHI a ete realisee (voir figure 2) et est decrite 
55 dans la figure 3. 

La phase codante qui part de la position + 
1261 et se termine a la position + 97 correspond 
a I'integrase requise pour I'integration du plasmide 
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dans le chromosome. La phase codante qui part de 
la position + 1448 et se termine a la position + 
1247 peut correspondre au gene xis. 

La sequence encadree qui part de la position 
+ 24 a la position - 24 correspond au site d'inte- 
gration du plasmide (att). Le nucleotide position 0 
correspond au centre du site d'attachement. II peut 
etre introduit par transformation dans Streptomyces 
selon la technique decrite dans le "Laboratory Ma- 
nual". II s'integre specifiquement dans les souches 
suivantes : 

- S. ambofaciens , 

- S. lividans TK64, 

- S. griseofuscus . 

II peut s'integrer dans toutes les souches pos- 
sedant un site d'integration pour le plasmide. Ce 
site peut etre defini comme ayant une sequence 
similaire ou comprenant en totalite ou en partie la 
sequence nucleotidique de la position + 24 a - 24 
decrite dans la figure 3. Ce site a ete detecte par 
hybridation avec une sonde allant de la position + 
21 a - 18 (figure 3) dans 5. antibioticus , S. bikinien- 
sis , S. parvulus , S. actuosus , S. coelicolor , S. glau- 
cescens . 

Ce vecteur permet I'integration d'un gene dans 
le chromosome a un site specifique. II n'y a done 
qu'une copie par cellule, I'integration est tres stable 
et il n'est done pas necessaire de maintenir une 
pression de selection pour que le gene introduit 
reste integre. 

EXEMPLE 2 : Construction et proprietes du vecteur 
libre pTS39 

a) construction 

Le plasmide pSAM2 originaire de S. ambofa- 
ciens JI3212 est dig6re partiellement par EcoRI et 
le plasmide linearise de 11 kb est isole et clone 
dans le site EcoRI du plasmide PIJ39 (precedem- 
ment decrit). Le plasmide resultant pTS39 contient 
le plasmide plJ39 clone au site EcoRI N • 22 du 
plasmide pSAM2 (carte de restriction pSAM2, figu- 
re 1). 

b) proprietes 

Le plasmide peut etre introduit par transforma- 
tion dans differentes souches de Streptomyces ou 
il se maintient a I'etat libre et integre en conferant 
la resistance au Thiostrepton et au Nosiheptide. 
C'est un vecteur a large spectre d'hote. Le nombre 
de copies est compris entre 5 et 20 copies par 
genome. 



EXEMPLE 3 : Construction et proprietes du vecteur 
pOSH 

1ere etape : 

5 

Le plasmide pOS7 a ete decrit dans I'article de 
J.M. Simonet et at., Gene 59, p. 137-144, 1987. 
Les deux fragments BamHI de 0,88 kb (BamHI N * 
15 a 21) et de 1,01 kb (BamHI N* 21 a 27) de 
io pSAM2 (figure 1) ont ete deletes et remplaces par 
le fragment BamHI de 1 ,79 kb de S. azureus confe- 
rant ia resistance au Thiostrepton et au Nosihepti- 
de. 

Le plasmide pOS7 et le plasmide pBR322 ont 
is ete digeres par EcoRI, melanges et ligatures. Le 
plasmide resultant, pOSH, est obtenu. II contient 
pBR322 clone au site EcoRI N • 33 de pSAM2 (voir 
figure 8). 

20 2eme etape : 

Par transformation selon le procede habituel, il 
est introduit dans S. lividans ou il confere la resis- 
tance au Thiostrepton et au Nosiheptide. 

25 D'un clone de S. lividans transformant on a 

extrait le plasmide pTS11 (figure 8). 

Ce plasmide ne contient plus le plasmide 
pBR322 et a subi une deletion de 600 paires de 
bases situees de part et d'autre du site EcoRI N* 

30 33 de pSAM2. Le site Pvull N* 1 et le site Apal 
N* 1 bis ont disparu (voir carte de restriction 
pSAM2, figure 1). 

3eme etape : 

35 

Le plasmide pTS!1 (figure 10) est digere par- 
tiellement par Bglll afin de lineariser le plasmide 
qui a une taille de 10,3 kb. Les molecules lineaires 
ayant la taille du plasmide sont isolees. 

40 L'oligonucleotide polylinker ayant la sequence 

decrite dans la figure 10 est synthetise. 

II est melange au fragment Bglll de pTS1l et 
ligature. Le plasmide resultant qui porte l'oligonu- 
cleotide insere au site Bglll N* 14 est appele 

45 pTS12 (figure 11) et celui qui porte l'oligonucleoti- 
de insere au site Bglll N * 28 est appele pTS13 
(figure 12). 

De la meme maniere il serait possible d'inserer 
un polylinker aux sites BamHI bordant le fragment 
so BamHI de 1,79 kb portant le gene de resistance au 
Thiostrepton. 

Les proprietes des vecteurs obtenus sont les 
suivantes : 

Ces vecteurs grace a la deletion de part et 
55 d'autre du site EcoRI N' 33 de pSAM2 se main- 
tiennent a un taux tres eleve de copies lorsqu'ils 
sont introduits dans Streptomyces et notamment 
Streptomyces lividans TK64. Le nombre de copies 
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est superieur a 100 par genome. 

lis conferent la resistance au Thiostrepton et 
portent les sites de clonage Hindlll, Pstl, Sphl, 
Xbal, Xhol et EcoRI. 

Le vecteur pTS13 est incapable de s'integrer 
dans le chromosome et est uniquement autorepli- 
catif. 

Le vecteur pTS12 ne devrait plus etre capable 
de se transferer et ne serait plus conjugatif. 

Tout vecteur derive de pSAM2 contenant cette 
deletion passe de 10 copies environ a plus de 100 
copies. 

EXEMPLE 4 : Expression d'un gene d'alpha-amyla- 
se de Streptomyces limosus en utilisant un derive 
integratif du plasmide pSAM2 Procede de 
construction 

L'interposon Omega conferant la resistance a 
I'antibiotique spectinomycine (Prentki et Krish, 
1984, Gene 29, p. 303-312) a ete insere au site 
EcoRI du plasmide pOS2lO A de la figure 4. Un 
fragment portant le gene de structure de Talpha- 
amylase de S. limosus ainsi que les sequences 
promotrices (Long et at., 1987, Journal of bacterio- 
logy 169, p. 5745-5754) (ce gene a ete brevete par 
la societe Cetus) ont ete inseres au site Bam HI du 
plasmide resultant. Ce plasmide recombinant a ete 
introduit par transformation dans S. lividans. Les 
transformants selectionnes pour la resistance a 
I'antibiotique spectinomycine sont tres stables et 
produisent de I'alpha-amylase sans pression de 
selection pour maintenir le plasmide recombinant 
integre. 

BIBLIOGRAPHIE 

Battz R.H., Seno E.T., Stonesifer J. and Wild 
G.M. (1983) Biosynthesis of the macrolide antibiotic 
tylosin a preferred pathway from ty lactone to tylo- 
sin. J. of Antibiotics 36 n' 2 131-141. 

Cox K.L., Baltz R.H. (1984) Restriction of Bac- 
teriophage plaque formation in Streptomyces ssp. 
J. Bact. 159. 

Gray G., Seltzer G., Buell G., Shaw P., Esca- 
nez S., Hofer S., Voegeli P. and Thompson C.J. 
(1984) Synthesis of bovine growth by Streptomy- 
ces lividans . Gene 1124 , 21-30. 

Kuhstoss S., and Nagaraja Rao R. (1983) Ex- 
pression in Streptomyces ambofaciens of an Es- 
cherichia coli K-12 gene which confers resistance 
to hygromycin B. Gene 26, 295-299. 
Matsushima P., Baltz R.H. (1985) Efficient plasmid 
transformation of Streptomyces ambofaciens and 
Streptomyces fradiae protoplasts. J. Bact 163 , 
180-185. 

Omura S. (1984) Macrolide Antibiotics : Che- 
mistry, Biology and Practice. Academic Press. 



Covarrubias L., Bolivar F. (1982) Construction 
and characterization of new cloning vehicles. VI. 
Plasmid pBR329, a new derivative of pBR328 lac- 
king the 482 base-paire inverted duplication. Gene 
5 17:79-89. 

Revendlcations 

Revendicatlons pour les Etats contractants 
suivants : AT, BE, CH, LI, DE, FR, GB, IT, LU, NL, 

70 SE 

1. Vecteur de clonage et d'expression d'une se- 
quence d'ADN codant pour une proteine deter- 
mined dans une souche d' Actinomycete , ca- 

75 racterise en ce qu'il consiste essentiellement 

en : 

une sequence d'attachement att, 
une sequence d'ADN codant pour une 
integrase (sequence int) fonctionnelle 
20 dans ladite souche et, 

une sequence d'ADN codant pour ladite 
proteine specifique et pour les elements 
assurant ('expression de ladite sequence 
dans ladite souche. 

25 

2. Vecteur selon la revendication 1, caracterise 
en ce que la sequence att est choisie parmi : 

la sequence 
TTCTCTGTCGGGGTGGCGGGATTTGA- 
30 ACCCACGACCTCTTCGTCCCGAA 

la sequence presentant au moins 50 % 
d'homologie avec cette sequence. 

3. Vecteur selon la revendication 2, caracterise 
35 en ce que la sequence att est choisie parmi 

celles qui s'hybrident dans S.antibioticus (DSM 
40868), S. bikiniensis (ATCC 11062), S. Parvu- 
lus (ATCC 12434), S. glaucescens - 
(ETH22794), S. actuosus (ATCC25421), S. 
40 coelicolor (A3(2)), S. ambofaciens , S. lividans 

TK64(66), et S.griseofuscus (DSM40191). 

4. Vecteur selon Tune des revendications 1 a 3, 
caracterise en ce que les fragments att et int 

45 proviennent d'un fragment de pSAM2, qui a 

ete delete d'environ 600 bp de part et d'autre 
du site EcoRI n • 33. 

5. Vecteur selon la revendication 4, caracterise 
so en ce que la deletion porte sur un fragment qui 

s'etend entre deux sequences repetees. 

6. Vecteur selon Tune des revendications 1 a 5, 
caracterise en ce qu'il comporte, en outre, les 

55 fonctions de transfert fonctionnelles dans ladite 

souche. 
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7. Procede de preparation d'une souche d' Actino- 
mycete produisant une proteine determinee 
dont la sequence d'ADN est integree dans le 
chromosome, caracterise en ce qu'on transfor- 
ms la souche a I'aide d'un vecteur selon Tune 5 
des revendications 1 a 6, dans lequel la se- 
quence d'ADN en cause est inseree a I'exte- 
rieur des sequences att et int. 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise io 
en ce que le vecteur est non transferable, la 
sequence d'ADN codant pour ladite proteine 
etant inseree dans les sequences codant pour 
les fonctions de transfer! 



9. Procede de preparation d'une souche d' Actino- 
mycete produisant une proteine determinee 
dont la sequence d'ADN est integree dans un 
vecteur selon Tune des revendications 1 a 6 
qui est un plasmide non integrable totalement 
dans le chromosome, caracterise en ce que 
ladite sequence d'ADN est integree dans le 
gene int. 



13. Procede d'obtention d'une proteine determi- 
nee, caracterise en ce qu'on fait fermenter une 
souche selon I'une des revendications 11 ou 
12, dans un milieu de culture approprie et en 
ce que Ton recup£re la proteine determinee. 

14. Sequence d'attachement att telle que definie a 
I'une des revendications 2 a 5. 

15. Sequence int telle que definie aux revendica- 
tions 4 ou 5. 

Revendications pour les Etats contractants 
suivants : ES, GR 

1. Procede de preparation d'une souche d' Actino- 
mycete produisant une proteine determinee 
dont la sequence d'ADN est integree dans le 
chromosome, caracterise en ce qu'on transfor- 
me la souche a I'aide d'un vecteur de clonage 
et d'expression de ladite sequence d'ADN 



consistant essentiellement en : 

une sequence d'attachement att, 
. une sequence d'ADN codant pour une 
integrase (sequence int) fonctionnelle 
dans ladite souche et, 
. une sequence d'ADN codant pour ladite 
proteine specifique et pour les elements 
assurant I'expression de ladite sequence 
dans ladite souche et dans lequel la se- 
quence d'ADN en cause est inseree a 
I'exterieur des sequences att et int. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise 
en ce que le vecteur est non transferable, la 

75 sequence d'ADN codant pour ladite proteine 

etant inseree dans les sequences codant pour 
les fonctions de transfer! 

3. Procede de preparation d'une souche d' Actino- 
20 mycete produisant une proteine determinee 

dont la sequence d'ADN est integree dans un 
vecteur de clonage et d'expression de ladite 
sequence d'ADN consistant essentiellement en 

. une sequence d'attachement att, 

une sequence d'ADN codant pour une 
integrase (sequence int) fonctionnelle 
dans ladite souche et, 
une sequence d'ADN codant pour ladite 
proteine specifique et pour les elements 
assurant I'expression de ladite sequence 
dans ladite souche, ledit vecteur etant un 
plasmide non integrable totalement dans 
le chromosome et ladite sequence 
d'ADN etant integree dans le gene int. 

4. Procede selon I'une des revendications 1 a 3, 
caracterise en ce que la sequence att est 
choisie parmi : 

40 la sequence 

TTCTCTGTCGGGGTGGCGGGATTTGA- 
ACCCACGACCTCTTCGTCCCGAA 
la sequence presentant au moins 50 % 
d'homologie avec cette sequence. 

45 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise 
en ce que la sequence att est choisie parmi 
celles qui s'hybrident dans S.antibioticus (DSM 
40808), S. bikiniensis (ATCC 11062), S. Parvu- 

50 lus (ATCC 1 2434), S. glaucescens (ETH 

22794), S. actuosus (ATCC 25421), S. coelico- 
lor (A3(2)), S. ambofaciens , S. lividans TK64 
(66), et S. griseofuscus (DSM 40191). 

55 6. Procede selon I'une des revendications 1 a 5, 
caracterise en ce que les fragments att et int 
proviennent d'un fragment de pSAM2, qui a 
ete delete d'environ 600 bp de part et d'autre 



10. Procede selon Tune des revendications 7 a 9, 25 
caracterise en ce que la sequence codant pour 
une proteine determinee est la sequence co- 
dant pour la resistance du Thiostrepton. 

11. Souche d' Actinomycete obtenue par mise en 30 
oeuvre du procede selon I'une des revendica- 
tions 7 a 10. 

12. Souche selon la revendication 11, caracterise 
en ce qu'il s'agit d'une souche de Streptomy- 35 
ces. 
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du site EcoRI n * 33. 

7. Procede selon la revendication 6, caracterise 
en ce que la deletion porte sur un fragment qui 
s'etend entre deux sequences repetees. 

8. Procede selon Tune des revendications 1 a 5, 
caracterise en ce qu'il com porte, en outre, les 
fonctions de transfert fonctionnelles dans ladite 
souche. 

9. Procede selon Tune des revendications 1 a 8, 
caracterise en ce que la sequence codant pour 
une proteine determined est la sequence co- 
dant pour la resistance du Thiostrepton. 

10. Souche d' Actinomycete obtenue par mise en 
oeuvre du procede selon Tune des revendica- 
tions 1 2t 9. 

11. Souche selon la revendication 10, caracterise 
en ce qu'il s'agit d'une souche de Streptomy- 
ces . 

12. Procede d'obtention d'une proteine determi- 
nee, caracterise en ce qu'on fait fermenter une 
souche selon Tune des revendications 10 ou 
1 1 , dans un milieu de culture approprie et en 
ce que Ton recupere la proteine determined. 

Claims 

Claims for the following Contracting States : 
AT, BE, CH, LI, DE, FR, GB, IT, LU, NL, SE 

1. Vector for the cloning and expression of a DNA 
sequence encoding a given protein in an Ac- 
tin omycete strain, characterized in that it con- 
sists essentially of: 

• a sequence for attachment att, 

• a DNA sequence encoding a functional 
integrase (sequence int) in the said strain 
and, 

• a DNA sequence encoding the said spe- 
cific protein and the elements ensuring 
the expression of the said sequence in 
the said strain. 

2. Vector according to Claim 1, characterized in 
that the att sequence is chosen from: 

• the sequence 
TTCTCTGTCGGGGTGGCGGGATTTGA- 
ACCCACGACCTCTTCGTCCCGAA 

• the sequence having at least 50% ho- 
mology with this sequence. 

3. Vector according to Claim 2, characterized in 
that the att sequence is chosen from those 
which hybridize in S. antibioticus (DSM 



40868), S. bikiniensis (ATCC 11062), S. Par- 
vulus (ATCC 1 2434), S. glaucescens - 
(ETH22794), S. actuosus (ATCC 25421), S. 
coelicoior (A3(2)) t S. ambofaciens , 5. lividans 
5 TK64(66), and S. griseofuscus (DSM 401 91 ). 

4. Vector according to one of Claims 1 to 3, 
characterized in that the att and int fragments 
are derived from a fragment of pSAM2 which 

w has been deleted of about 600 bp on either 

side of the EcoRI site No. 33. 

5. Vector according to Claim 4, characterized in 
that the deletion is made on a fragment which 

75 extends between two repeat sequences. 

6. Vector according to one of Claims 1 to 5, 
characterized in that it comprises, in addition, 
transfer functions which are functional in the 

20 said strain. 

7. Process for the preparation of an Actinomycete 
strain producing a given protein whose DNA 
sequence is integrated into the chromosome, 

25 characterized in that the strain is transformed 

by means of a vector according to one of 
Claims 1 to 6, in which the DNA sequence in 
question is inserted outside the att and int 
sequences. 

30 

8. Process according to Claim 7, characterized in 
that the vector is non-transferable, the DNA 
sequence encoding the said protein being in- 
serted into sequences encoding the transfer 

35 functions. 

9. Process for the preparation of an Actinomycete 
strain producing a given protein whose DNA 
sequence is integrated into a vector according 

40 to one of Claims 1 to 6 which is a plasmid 

which is not completely integrable into the 
chromosome, characterized in that the said 
DNA sequence is integrated into the int gene. 

45 10. Process according to one of Claims 7 to 9, 
characterized in that the sequence encoding a 
given protein is the sequence encoding the 
Thiostrepton resistance. 

so 11. Actinomycete strain obtained using the pro- 
cess according to one of Claims 7 to 10. 

12. Strain according to Claim 11, characterized in 
that it is a Streptomyces strain. 

55 

13. Process for the production of a given protein, 
characterized in that a strain according to ei- 
ther of Claims 11 or 12 is fermented in an 
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appropriate culture medium and in that the 
given protein is recovered. 

14. Sequence for attachment att as defined in one 
of Claims 2 to 5. 

15. Sequence int as defined in Claims 4 or 5. 

Claims for the following Contracting States : 
ES, GR 

1. Process for the preparation of an Actinomycete 
strain which produces a given protein whose 
DNA sequence is integrated into the chromo- 
some, characterized in that the strain is trans- 
formed by means of a vector for the cloning 
and expression of the said DNA sequence 
consisting essentially of: 

• a sequence for attachment att, 

• a DNA sequence encoding a functional 
integrase (sequence int) in the said strain 
and, 

• a DNA sequence encoding the said spe- 
cific protein and the elements ensuring 
the expression of the said sequence in 
the said strain and in which the DNA 
sequence in question is inserted outside 
the att and int sequences. 

2. Process according to Claim 1 , characterized in 
that the vector is non-transferable, the DNA 
sequence encoding the said protein being in- 
serted into sequences encoding the transfer 
functions. 

3. Process for the preparation of an Actinomycete 
strain which produces a given protein whose 
DNA sequence is integrated into a vector for 
the cloning and expression of the said DNA 
sequence consisting essentially of: 

• a sequence for attachment att, 

• a DNA sequence encoding a functional 
integrase (sequence int) in the said strain 
and, 

• a DNA sequence encoding the said spe- 
cific protein and the elements ensuring 
the expression of the said sequence in 
the said strain, the said vector being a 
plasmid which is not completely integ- 
rate into the chromosome and the said 
DNA sequence being integrated into the 
int gene. 

4. Process according to one of Claims 1 to 3, 
characterized in that the att sequence is cho- 
sen from: 

• the sequence 
TTCTCTGTCGGGGTGGCGGGATTTGA- 



ACCCACGACCTCTTCGTCCCGAA 
• the sequence having at least 50% ho- 
mology with this sequence. 

5 5. Process according to Claim 4, characterized in 
that the att sequence chosen from those which 
hyhridize in S. antibioticus (DSM 40868), S. 
bikiniensis (ATCC 11062), S. Parvulus (ATCC 
12434), S. glaucescens (ETH 22794), S. ac- 

10 tuosus (ATCC 25421), S. coelicolor (A3(2)), S. 

ambofaciens , S. lividans TK64(66), and S. 
griseofuscus (DSM 40191). 

6. Process according to one of Claims 1 to 5, 
75 characterized in that the att and int fragments 

are derived from a fragment pSAM2 which has 
been deleted of about 600 bp on either side of 
the EcoRI site No. 33. 

20 7. Process according to Claim 6, characterized in 
that the deletion is made on a fragment which 
extends between two repeat sequences. 

8. Process according to one of Claims 1 to 5, 
25 characterized in that it comprises, in addition, 

transfer functions which are functional in the 
said strain. 

9. Process according to Claims 1 to 8, character- 
30 ized in that the sequence encoding a given 

protein is the sequence encoding the 
Thiostrepton resistance. 

10. Actinomycete strain obtained using the pro- 
35 cess according to one of Claims 1 to 9. 

11. Strain according to Claim 10, characterized in 
that it is a Streptomyces strain. 

40 12. Process for the production of a given protein, 
characterized in that a strain according to ei- 
ther of Claims 10 or 11 is fermented in an 
appropriate culture medium and in that the 
given protein is recovered. 

45 

PatentansprUche 

Patentanspruche fur folgende Vertragsstaaten 
: AT, BE, CH, LI, DE, FR, GB, IT, LU, NL, SE 

so 1. Vektor zur Klonierung und Expression einer 
DNA-Sequenz, die fur ein vorgegebenes Pro- 
tein in einem Actinonyceten-Stamm codiert, 
dadurch gekennzeichnet, daB er im wesentli- 
chen besteht aus: 
55 - einer Bindungs-Sequenz att, 

- einer DNA-Sequenz, die fUr eine funktio- 
nelle Integrase (Sequenz int) in dem ge- 
nannten Stamm codiert, und 
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- einer DNA-Sequenz, die fur das genann- 
te spezifische Protein und fur die Ele- 
mente codiert, welche die Expression der 
genannten Sequenz in dem genannten 
Stamm gewahrleisten. 

2. Vektor nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Sequenz att ausgewahlt wird 
aus: 

- der Sequenz 
TTCTCTGTCGGGGTGGCGGGATTTGA- 
ACCCACGACCTCTTCGTCCCGAA und 

- der Sequenz, die eine Homologie von 
mindestens 50 % mit dieser Sequenz 
aufweist. 

3. Vektor nch Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Sequenz att ausgewahlt wird aus 
solchen, die sich in S. antibioticus (DSM 
40868), S. bikiniensis (ATCC 11062), S. parvu- 
lus (ATCC 12434), S. glaucescens 
(ETH22794), S. actuosus (ATCC25421), S. 
coelicolor (A3(2)), S. ambofaciens, S. iividans 
TK64(66) und S. griseofuscus (DSM40191) hy- 
bridisieren. 

4. Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Fragmente 
att und int aus einem Fragment von pSAM2 
stammen, aus dem etwa 600 bp beiderseits 
der Steile EcoRI Nr. 33 deletiert worden sind. 

5. Vektor nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Deletion AufschluB gibt uber 
ein Fragment, das sich zwischen zwei wieder- 
kehrenden Sequenzen erstreckt. 

6. Vektor nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daB er auBerdem 
funktionelle Transfer-Funktionen in dem ge- 
nannten Stamm enthalt. 

7. Verfahren zur Herstellung eines Actinomyce- 
ten-Stammes, der ein vorgegebenes Protein 
bildet, dessen DNA-Sequenz in das Chromo- 
som integriert ist, dadurch gekennzeichnet, 
daB man den Stamm mit Hilfe eines Vektors 
nach einem der Anspruche 1 bis 6 transfor- 
miert, in dem die fragliche DNA-Sequenz au- 
Berhalb der Sequenzen att und int inseriert 
worden ist. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Vektor nicht transferierbar 
ist, wobei die DNA-Sequenz, die fur das ge- 
nannte Protein codiert, in die Sequenzen inse- 
riert ist, die fur die Transferfunktionen codie- 
ren. 



9. Verfahren zur Herstellung eines Acttnomyce- 
ten-Stammes, der ein vorgegebenes Protein 
bildet, dessen DNA-Sequenz in einen Vektor 
nach einem der Anspruche 1 bis 6 integriert 
5 ist, der ein in das Chromosom nicht vollstandtg 

integrierbares Plasmid ist, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die genannte DNA-Sequenz in 
das Gen int integriert ist. 

io 10. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 9, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz, die 
fur ein vorgegebenes Protein codiert. die Se- 
quenz ist, die fur die Resistenz gegenuber 
Thiostrepton codiert. 

75 

11. Actinomyceten-Stamm, wie er bei Durchfuh- 
rung des Verfahrens nach einem der Anspru- 
che 7 bis 10 erhalten wird. 

20 12. Stamm nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es sich dabei urn einen Strepto- 
myces- Stamm handelt. 

13. Verfahren zur Herstellung eines vorgegebenen 
25 Proteins, dadurch gekennzeichnet, daB man ei- 
nen Stamm nach einem der Anspruche 11 
oder 12 in einem geeigneten Kulturmedium 
fermentieren laBt und daB man das vorgegebe- 
ne Protein daraus gewinnt (abtrennt). 

30 

14. Bindungssequenz att, wie sie in einem der 
Anspruche 2 bis 5 definiert ist. 

15. Sequenz int, wie sie in den Anspruchen 4 oder 
35 5 definiert ist. 

Patentanspriiche air folgende Vertragsstaaten 
: ES, GR 

40 1. Verfahren zur Herstellung eines Actinomyce- 
ten-Stammes, der ein vorgegebenes Protein 
bildet, dessen DNA-Sequenz in das Chromo- 
som integriert ist, dadurch gekennzeichnet, 
daB man den Stamm mit Hilfe eines Vektors 

45 zur Klonierung und Expression der genannten 

DNA-Sequenz transform iert, der im wesentli- 
chen besteht aus: 

- einer Bindungs-Sequenz att, 

- einer DNA-Sequenz, die fur eine funktio- 
50 nelle Integrase (Sequenz int) in dem ge- 
nannten Stamm codiert, und 

- einer DNA-Sequenz, die fur das genann- 
te spezifische Protein und fur die Ele- 
mente codiert, welche die Expression der 

55 genannten Sequenz in dem genannten 

Stamm gewahrleisten, 
und in den die fragliche DNA-Sequenz auBer- 
halb der Sequenzen att und int inseriert ist. 
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2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB der Vektor nicht transferierbar 
ist, wobei die DNA-Sequenz, die fur das ge- 
nannte Protein codiert, in die Sequenzen inse- 
riert ist, die fur die Transfer-Funktionen codie- 
ren. 

3. Verfahren zur Herstellung eines Actinomyce- 
ten-Stammes, der ein vorgegebenes Protein 
bildet, dessen DNA-Sequenz in einen Vektor 
zur Kionierung und Expression der genannten 
DNA-Sequenz integriert ist, der im wesentli- 
chen besteht aus: 

- einer Bindungs-Sequenz att, 

- einer DNA-Sequenz, die fur eine funktio- 
nelle Integrase (Sequenz int) in dem ge- 
nannten Stamm codiert, und 

- einer DNA-Sequenz, die fur das genann- 
te spezifische Protein und fur die Ele- 
mente codiert, welche die Expression der 
genannten Sequenz in dem genannten 
Stamm gewahrleisten, 

wobei der genannte Vektor ein nicht vollstan- 
dig in das Chromosom integrierbares Plasmid 
ist und die genannte DNA-Sequenz in das Gen 
int integriert ist. 

4. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz att 
ausgewahlt wird aus: 

- der Sequenz 
TTCTCTGTCGGGGTGGCGGGATTTGA- 
ACCCACGACCTCTTCGTCCCGAA und 

- der Sequenz, die eine Homologie von 
mindestens 50 % mit dieser Sequenz 
aufweist. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Sequenz att ausgewahlt wird 
aus solchen, die sich in S. antibioticus (DSM 
40868), S. bikiniensis (ATCC 11062), S. parvu- 
lus (ATCC 12434), S. glaucescens 
(ETH22794), S. actuosus (ATCC25421), S. 
coelicolor (A3(2)), S. ambofaciens, S. lividans 
TK64(66) und S. griseofuscus (DSM40191) hy- 
bridisieren. 

6. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Fragmente 
att und int aus einem Fragment von pSAM2 
stammen, aus dem etwa 600 bp beiderseits 
der Stelle Eco RI Nr. 33 deletiert worden sind. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Deletion AufschluB gibt uber 
ein Fragment, das sich zwischen zwei wieder- 
kehrenden Sequenzen erstreckt. 



8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzeichnet, daB er auBerdem 
funktionelle Transfer-Funktionen in dem ge- 
nannten Stamm enthalt. 

5 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Sequenz, die 
fOr ein vorgegebenes Protein codiert, die Se- 
quenz ist, die fur die Resistenz gegenuber 

w Thiostrepton codiert. 

10. Actinomyceten-Stamm, wie er bei Durchfuh- 
rung des Verfahrens nach einem der Anspru- 
che 7 bis 10 erhalten wird. 

75 

11. Stamm nach Anspruch 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es sich dabei um einen Strepto- 
myces-Stamm handelt. 

20 12. Verfahren zur Herstellung eines vorgegebenen 
Proteins, dadurch gekennzeichnet, daB man ei- 
nen Stamm nach einem der Anspruche 11 
Oder 12 in einem geeigneten Kulturmedium 
fermentieren laBt und daB man das vorgegebe- 

25 ne Protein daraus gewinnt (abtrennt). 



30 
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FIG.2 
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CGCCACCATCGCCCGGAACCtCCACCTCAACCGCGAGACAGCTCCTGAAGCCGTACGCGACCAACTCCACCAGGA 1461 

1 10 20 

HetThrThrV»1ThrProGluLeuLeuThrV»lProGluVilMetAUArqLeuUys»»iGiy 
AGGAfiTCGCAGCATGACCACCGTCACTCCAGAGCTGCTGACCGTGCCGGAAGTCATGGCGCGGCTGAAGGTTGGA 1386 

25 35 «5 

AraSerLvsSerThrThrSerSerAUProAl jAUleuProProSerArqSerThrGluArgVilGluTyrPro 
CGCAGCAAGTCTACGACCTCATCCGCACCCCCCGCCTTGCCTCCATCAAGATCGACGGAGCGCGTCGAGTACCCA 



10 20 30 

oGl yd y leuHl sTrpAsp&l ulysArgGl nArqTrpl 1 eAl iThrAl aAsnleuGI yPheAspProSerGl yty 
CGGCGGCCTCCACTGGGACGAGAAGAGACAGCGCTGGATCGCCACGGCGAACCTCGGCTTCGATCCGAGCGGTAA 



35 



4S 55 



1311 



50 . 60 

ProThrProTyrAUTfvrSerPheArgThrSerTrpGluAr9ProSerAspGlyGlnA1iThr«« < " 

MetAI alysArgArgSerArgGI yAs 
CCGACGCCGTACGCGACTTCATTCAGGACCAGTTGGGAGAfifiCCATCTGATGGCCAAGCGACGTAGCCGGGGTGA 1236 



1161 



1086 



$Arq|leV»1Ly$AroGlySerGlyLysThrLy$Thr61uA1»Ly$A$nLysLeuLy$GluV»UeuArgAspHi 
GCGGATCGTCAAGCGGGGGAGTGGCAAGACCAAGACGGAGGCCAAGAACAAGCTCAAAGAGGTTCTGCGTGACCA 

60 70 80 

sGl uAspGlyleuAl all eAI aProThrGl yTyrThrVal Al aAspAl »Val AsnAspTrpltuAUTyrGl yle 
CGAAGAC66TCTCGC6ATCGCACCCACG66GTACACCGTC6CCGACGC6GTGAACGACT6GCTTGCCTACGGTCT 1011 

85 95 105 

u Al»GlyArgA$p61nArgThrVi1GluAsnCy$ThrHi$LeuS«rGlnLy$HijV*Ml«ProGlyLeuGlyAl 
CGCTGGCCGTGACCAGCGCACCGTCGAGAACTGCACCCACCTAA6CCAGAAGCACGTCATACCGGGTTTGG6TGC 9)1 

110 120 130 

aArglysltuAr 9 AspleuSerAUG1 u A*pV«lAspAr 9 Trpl«uAUAl*ly$A 

CCGGAAGCTGCGTGACCTCAGCGCAGA6GAC6TCGACCGCTGGCTGGCCGCCAAGGCTCAGACTCTGAGCACGCG 861 

135 l«5 155 

GSerLeuGlnAljV»)MisSerCy$LeuAsnArgAlaV»lLy$ArgAlaMetAl»ArgAjpLysVa1LysArgA$ 

CAGCCTTCAGGCGGTCCACTCCTGCCTGAACCGGGCGGTCAAGCGGGCCATG6CGCGTGACAAGCTGAAGCGCAA 786 



FIG. 3 .... 
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160 170 180 

nValValGluLeuCysSerVilProGlnClyGlnProGlyArgProSerLysAliLeuThrPheAUGlnAUGl 
CGTGGTGGAGCTGTGCTCTGTGCCCCAGGGCCAGCCTGGCCGGCCGTCCAAGGCCCTCACCTTCGCCCAGGCCGA 711 

185 195 205 

uAUViHeuAsnAUAUGluGlyThrSerMetHisAliTyrlltValVaUnLeuttuThrGlyAiarqTh 
GGCGGTGCTGAATGCTGCCGAGGGCACGTCGATCCACGCCTACATCGTCGTCGCCCTGCTCACCGGTGCGCCCAC 636 

210 220 230 

rGluGluLeuArgA1aLeuThrTrpAspHisVilPheLeuLysGlySerProA$pV*lGluProProGlnProPr 
CGAGGAGCTGCGGGCGCTGACCTGGGACCACGTCTTCCTCAAGGGAAGTCCGGACGTTGAGCCCCCGCAGCCTCC 561 

235 245 255 

oHi slleAUValTrpAroSerVaUrgArgGlyGlyAsoThrLysThrArgLysSerArgArgThrLeuAULe 
GCACATCGCCGTCTGGCGCTCGGTCCGGCGCCGTGGGGACACGAAAACCCGGAAGTCTCGGCGAACGCTCGCCCT 486 

260 270 280 

uProAl aArqCysValGl uVilLeuTroGlnHisPheGluAsoGlnGlyTrpGluArgteuAUAl iGlyAspLy 
GCCGGCGCGTTGCGTGGAGGTCCTCTGGCAGCACTTTGAGGACCAGGGCTGGGAACGGCTCGCCGCCGGTGACAA 411 

285 295 305 

sTrpGluGluHisGlyLeuVilPheSerSerAUVAlGlylysProleuAspAUThrAsnValArgArgAlaPh 
GTGGGAGGAACACGGCCTGGTCTTCTCGTCGGCCGTTGGCAAGCCGCTCGACGCGACTAACGTCCGGCGCGCCT7 336 

310 320 330 

eArgGlnAlaLeutysAspAUAsnGlyneAsnAUAspGluTrpThrProArgGluLtuArgHisSerPheVi 
CCGCCAGGCGCTCAAGGATGCCAACGGGATCAACGCCGACGAGTGGACACCGAGGGAGCTGAGGCACAGCTTCGT 261 

335 345 355 

1 SerleuLeuSerAspArgG 1 yVa 1 ProLeuGl uGl u U eSerArgleuValGI yHi sStrGl yThrAl aVal Th 
GTCCCTGCTGTCCGACCGCGGCGTCCCGCTGGAGGAGATCTCCCGGCTCGTCGGACACTCCGCTACGGCCGTGAC 186 

360 370 380 

rGluGluViUyrAroLysGlftlleArgProVillleGlnThrGlyAlaValVilMetAspGlyllePhelysAr 
TGAGGAGGTCTACCGGAAGCA&ATCCGGCCCGTCATCCAGACCCGCGCTGTGGTCATGGACGGCATCTTCAAGCG 1 1 1 



385 

gGlyProAlaArg*** >< 

GGGTCCGGCGCGATAGTCACCCAGATAGACACGCACAGAAAACAGGTGAGGCAGACCGTAACGTTACGGTCTGCC 36 

•24 



TCACCTGGTGT 



TTCTCTGTCGGGGTGGCGGGATTTGAACCCACGACCTCTTCGTCCCGAA 



FIG.3 
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FIG.6 

5 * GATCCGAGCTCGGTACCTCTAGACTCGA6AA6CTTGAATTCA 3 > 

3 » GCTCGAGCCATGGAGATCTGAGCTCTTCGAACTTAAGTCTAG 5 * 

FIG.7 
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FIG.8 
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' GATCAAGCTTCTGCAGGCATGCTCTAGACTCGAGGAATTC 3 ' 

' TTCGAAGACGTCCGTACGAGATCTGA6CTCCTTAAGCTAG 5» 

FIG.9 




tsr 

p5AM2 FIG.10 
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